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TIEU CHUAN QuUOC GIA TCVN 8685-10:2014

Quy trinh kiém nghiém véc xin -
Phan 10: Vac xin vé hoat phong bénh 1& mém long méng (FMD)

Vaccine testing procedure - Part 10: Foot and mouth disease vaccine, inactivated

1 Pham vi ap dyng

Tiéu chudn nay quy dinh yéu clu k§ thuat ¢ kidm nghiém vic xin vé hoat phéng bénh I1& mdm long
méng dang nhii du ho3ic keo phén cho Ion va déng vat nhai lai (cac serotype O, A, Asia 1 don hodic
da gia).

2 Tailigu vign dén

Céc tai liéu vién din sau rat cAn thiét cho viéc ap dung tiéu chudn nay. Bbi véi céc tai liéu vién din ghi
n3m céng b thi 4p dung phién ban dugc néu. DSi véi cac tai liéu vién din khdng ghi ndm céng bb thi
ap dung phién ban mé&i nhit, bao gém ca céc stra ddi, bd sung (néu cd).

TCVN 8684:2011, Viéc xin va ché phdm sinh hec dung trong thu y — Phép thir d thuén khiét.

3 L&y miu san phdm va chuén bj ddng vét thi nghidm
3.1 Liy miu san phdm:
L4y m3u san phim theo qui dinh trong bang nhu sau:

$8 Ivgng miu vic xin va ché phdm sinh hoc cin ldy

Quy cach aéng géi (ml) S8 lwong m3u 13y (san phdm)
Cho téi 100 Ttr 7 @&n 10
Trén 100 Tr5d88n7
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3.2 Chudn bj ddng v4t thi nghiém

Tly theo yéu cAu clia vac xin, chudn bj déng vt sau:

- 8 con lgn tir 3 d&n 4 tudn tudi, khde manh, 4m tinh véi khéng thé khang vi nit gay bénh 1& mdm long
mong.

— 8 con bé 6 thang tudi, khde manh, &m tinh véi khéng thé khang vi rut gay bénh 1& mdm long méng.

4 Céach tién hanh

4.1 Kiém tra cam quan

Vic xin nha du ddng nhit, khdng déng vén, khdng 1ang cdn. Véc xin keo phén cd I&ng ciin & day chai.

4.2 Kidm tra dd thudn khiét

Kidm tra c4c chi tiéu tap nhidm vi khudn va tap nhifm ndm méc theo TCVN 8684:2011.

4.3 Kidm tra tinh an toan

4.3.1 Trénlgn

Tiém theo mét trong hai dwéng sau:

a) Tiém b3p cho 2 con Ign, mdi con 2 lidu véc xin ghi trén nhén.

b) Tiém vao vanh méng ban chan tréc bén trai tai 2 vi tri cho 2 con lgn, méi vi tri 1 lidu.
"< Quan sét Ign dwoc tiém va 2 con lgn dbi ching trong 14 ngay.

- VAc xin dat tiéu chudn an toan: Lon séng khde, khéng ¢6 bidu hién cac d4u hiéu [am sang clia bénh
I& m8m long méng & lwdi, chan hodc mém.

4,32 Trénbé

Tiém theo mét trong hai duwdng sau:

a) Tiém bép cho 2 con bé véi 2 lidu véc xin ghi trén nhan.
Theo ddi trong 14 ngay.

Véc xin dat tiéu chun khi khéng c6 bt ky triéu chirng cuc bd hay toan than nao trong théi gian theo
ddi. Bé séng khde manh, khdng c6 triéu chirng bénh tich dién hinh ciia bénh I& mém long méng.
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b) Tiém vao néi bi Iwdi cho 2 con bé, & 20 vi tri v&i lidu 0,1 mlvi tri. Sau 4 ngdy quan sét, néu khdng
c6 céc tridu chirng bénh tich didn hinh clia bénh thl tiém nhéc lai theo cach trén cho mé&i con 3 lidu quy
dinh. Theo ddi tiép 6 ngdy sau tiém lan 2.

VAc xin dat tiéu chudn khi khéng c6 bét ky triéu chirng cuc bd hay toan than nao trong théi gian theo
déi.

4.4 Kiém tra hidu lyc
441 Trénlgn

Tiém cho 3 con lgn, mdi con 1 lidu véc xin ghi trén nhan, 28 ngay sau tiém 1an 1, tiém mGi 2 véi lidu
tuong ty. 28 ngay sau khi tiém 14n hai, 3 con lgn dwoc tiém va 3 con lon dbi ching dwgc 1dy mau aé
kiém tra higu gia khang thé bing phwong phap trung hoa vi rdt (theo Phy lyc B) hodc phuong phap
ELISA (theo Phy luc A).

Véc xin dat tiéu chuin khi hiéu gia khang thé trung hda vi rit (viral neutralization — VN) 2 1/100 hosc
hiéu gi& khang thé ELISA 2 1/128 (khi v&c xin co tinh twong ddng khang nguyén).

4.4.2 Trénbé

Tiém cho 3 con bé 6 thang tudi, khde manh, m&i con 1 liéu vic xin ghi trén nhan. Bén tuln sau khi tiém
vic xin 3 con bé dwoc tiém va 3 con bé dbi chirng duoc 14y mau. Kidm tra ham lwgng khang thé trong
mé&u béng phurong phép trung héa vi nit trén té bao (theo Phy lyc B) hodic phurong phap ELISA (theo
Phu lyc A) v&i chiing twong (rng ¢ trong véc xin.

Véc xin dat tiéu chudn khi hidu gia khang thd trung hoa vi rit 2 1/100 hodc hiéu gia khang thd ELISA 2
= 1/128 (khi véc xin ¢6 tinh twong ddng khang nguyén).
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Phy luc A
(Quy dinh)

Pinh lwgng khang thd khang vi rit & mém long méng bing phan (rng ELISA

A.1 Céch tién hanh
A.1.1 Phidia

- LAy “rabbit antiserum” tir ngan mat ta lanh, sau d6 l4c d&u va nhe nhang ¢& bdo dam tinh ddng nhét
ctia nguyén liéu trwéce khi sir dung.

- Chudn bj pha lodng 1/1000 cho mdi rabbit antiserum serotype A trong dung dich coating buffer (dung
dich dém gén d7a) pH 9,6

- Cho 50 pl cla rabbit antiserum @4 pha lo&ng vao dia phan (g (Maxisorp-NUNC) theo so dd da bé tri
xét nghiém.

- Day dia va G & nhiét a9 tir 1 °C dén 8 °C qua dém (18 h) trong hdp nhya dm wét.
A.1.2 U mau xét nghiém va aéi chirng khang nguyén
A.1.2.1 Phalodng miu xét nghiém trong trerng hgp djnh tinh
- Lic @&u mAu abi chirng va mAu xét nghiém trurére khi stz dung.
<. MAu xét nghiém va cac mau @6i chirng dugc pha lodng 1/16 trong dfa polypropylen day cher U.
- DAu tién, chudn bj pha lo&ng 1/16 cho m&i mau dbi chirng va m3u xét nghiém trong Buffer A

VI DY: LAy 15 pl m3i huyét thanh d&i chirng (C++, C+, C-) cho vao 225 pil Buffer A va Iy 10 pl huyét thanh ciia
mdi mAu xét nghiém cho vao 150 pl Buffer A.

- Cho 50 pl m&u déi chirng va miu xét nghiém aa pha lodng vao cac giéng twong (ng trong dia nhyra
day chir U. Cho 50 pl Buffer A vao cac giéng khang nguyén déi chirng (Ca) theo so a8 trong Hinh A.1.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | C++ | C++ 1 1 9 9 17 17 25 25 33 33

B | C++ | C++ 2 2 10 10 18 18 26 26 34 34

c C+ | C+ 3 3 11 11 19 19 27 27 35 35

D C+ | C+ 4 4 12 12 20 20 28 28 36 36

E C- | C- S 5 13 13 21 21 29 29 37 37

F c- | C- 6 6 14 14 22 22 30 30 38 38

G Ca | Ca 7 7 15 15 23 23 31 31 39 39

H Ca | Ca 8 8 16 16 24 24 32 32 40 40

Hinh A.1 — So a8 céc giéng trong trwéng hop phéat hign khang thé
A.1.2.2 Pha lodng miu xét nghiém trong trwedng hep djnh lwgng
A.1.221 Phalodng bic 2
- Chuén bj pha lodng 1/16 cho cac miu dbi chirng theo A.1.2.1.

- Tiép theo, chudn bj pha lo&ng 1/8 cho m&i mAu xét nghiém trong dfa nhia hodc trong tube (vi dy l4y
20 pl mAu xét nghiém cho vao 140 pl Buffer A).

- Cho 50 pl dém A vao tht ca cac giéng tir cdt 3 @én cit 12 trong dia polypropylen day chir U. Cho 50 pi
m&u déi chirng @4 pha lodng vao cac giéng twrong (rng nhu trong so dd. C4c giéng khang nguyén dbi
chirng (Ca) cho vao 50 i Buffer A.

- Cho 50 pl m&u xét nghiém da pha lo&ng 1/8 dén céc giéng twong (rng cla hang A hoic E, ¢t 3-12.
Trén d&u 100 pl trong cac giéng nay. DAy 1a thé tich 100 pl ctia m&u pha loang 1/16. Sau d6, chuyén
50 pl huyét thanh tir hang A dén hang B, trdn ddu va chuyén @én hang D va loai bd 50 pl tir hang D.
NB8ng 46 pha lofing miu Iuc nay 1a 1/16 dén 1/128. Tiép tyc cho cac mAu khac thl 13p lai nhw trén bét
d4u tlr hang E dén hang H va loai bd 50 pl tir hang H. Xem so @ trong Hinh A.2.
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A | C++ | C++ 1 1 3 3 5 5 7 7 9 9

B C++ | C++ 1 1 3 3 5 5 7 T 9 9

c C+ | C+ 1 1 3 3 5 5 7 7 9 9

D C+ | C+ 1 1 3 3 5 5 7 7 9 9

E c- | C- 2 2 4 4 8 6 8 8 10 10

F c- | C- 2 2 4 4 6 6 8 8 10 10

G Ca | Ca 2 2 4 4 ) 6 8 8 10 10

H Ca | Ca 2 2 4 4 6 6 8 8 10 10

Hinh A.2 - So d4 cac giéng trong trwéng hop dinh Iwgng khang thé
A.1.2.22 Phaloing bic 6

- Chudn bj pha lo&ng 1/16 clia m3u adi chirng giéng nhw trong A.1.2.1, nhwng m&i mau déi chirng lay
20 pl cho vao 300 pi d&m A. Cho 60 ul m3u ddi chirng da pha lo&ng vao céc giéng tuong ng trong dia
polypropylen day chir U nhu trong so dd. Giéng adi chimng khéng nguyén (Ca) cho vao 60 pl Buffer A.

*2- Chuén bj pha loang 1/5 cho m&i huyét thanh xét nghiém bang céch 14y 20 pl huyét thanh cho vao 80

pl Buffer A.

- Tiép theo, cho 60 pl Buffer A vao tit ca céc céc giéng tir cdt 3 dén cdt 12 trong dfa polypropylen, 1y
15 pl huyét thanh xét nghiém da pha lo&ng 1/5 cho vao céc giéng twong trng clia hang A ho3c hang E
clia cOt 3-12. DAy la két qua clia pha loing bac 5. Trén ddu 75 pl trong cac giéng nay, day 1A thé tich
75 pl clia ndng A9 pha lodng 1/25. Chuyén 15 pl ctia ndng d6 ndy tir hang A d&n hang B va tron déu &
hang B va tiép tuc twong tw cho dén hang D va loai bd 15 pl tir hang D. Cac miu tiép theo I3p lai nhw
trén va bét dAu tir hang E dén hang H va loai bd 15 pl tir hang H. Xem so @& trong Hinh A.2.

A.1.2.3 Thém khédng nguyén

- Chuén bj pha lo&ng 1/100 khang nguyén |& mdm long méng serotype A22 IRAQ 24/64 trong Buffer A.

10
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- Véi dfa dinh lwong pha lo&ng bac 2, cho 50 pl khang nguyén d4 pha lo&ng 1/100 dén tét ca 96 giéng
trong dia polypropylen ddy chr U. D4y 1a ndng d% pha lodng miu xét nghidm, lic nay dat ndng do tir
1/32 aén 1/256 clia phrong phéap chudn d9.

- Véi dfa dinh lweng pha long bac 5, cho 60 pl khang nguyén da pha loéing 1/100 dén tét ca 96 giéng
trong dfa polypropylen day chir U. Day 1a néng &b pha lo&ng mau xét nghiém, lic nay dat ndng dd tir
1/50 dén 1/6250 clia phwong phap chun d9.

- L&c @4u hdn hop huyét thanh xét nghiém va khang nguyén béng tay hoc bing may, dan kin dTa. VR
nhiét 84 tr 1 °C dén 8 °C qua dém.

A.1.3 Chuyédn hdn hop khing nguyén va miu xét nghiém

L4y dfa phan (ng (dTa @& phu rabbit antibody) va dTa polypropylen d4y chlz U ¢6 chira hdn hgp miu
xét nghiém va khang nguyén d& & nhiét 8 phong.

Rira dfa phu rabbit antibody 5 1An véi nwéc rira PBS 0,002 M, sau d6 dap lam sach dfa trén khan vai
mém.

Lic d8u h8n hop mAu xét nghiém-khang nguyén, sau 46 chuyén 50 pl hdn hep nay vao dfa phan (rng
tvong (rng véi so @b b tri xét nghiém.

Pay nép va 0 l4c lién tyc & nhiét 4 +35 °C dén +39 °C trong 1 h.
A.1.4 Chuén bj dung dich dém B

Thém PBST (Phosphate Buffered Saline with Tween 20) 0,01 M (Buffer A) vao s(ra bt gy (skim milk)
. sao cho ndng A0 stra gdy 14 5 %. Lic ddu va didu chinh pH & day pH 7,4 £ 0,2 béng dung dich NaOH
0,1M

vi DY: & chuln bj 100 ml dung dich d&m B thi can 5 g sCra g3y cho vao 100 ml dung dich Buffer A.
A.1.5 Thém khang thé phét hign (Guinea Pig antiserum)

Tredc khi két thic giai @oan U h8n hgp khang nguyén va huyét thanh xét nghiém, chuén bj pha loang
guinea pig serotype A ndng 8 1/100 trong Buffer B.

Sau khi G 1 h, 4y dTa phan tng tir ti 4m ra ngodi va rira 5 1An v&i dung dich nwéc rira PBS, pH 7,4 &
0,2

Cho 50 pl Guinea pig 43 pha lofing 1/100 vao tt ca 96 giéng trén dTa phan (rng.
D4y nép va U lac lién tyc & nhiét dd tir 35 °C dén 39 °C trong 1 h.

11
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A.1.6 Thém conjugate

Trude khi két thuc giai doan G Guinea pig, chudn bj pha lo&ng conjugate 1/200 trong d4m B.

Sau 1 h G guinea pig, |4y dTa phan rng tir ti 4m ra ngoai va rira 5 1An véi dung dich nuéc rira PBS, pH
74102

Cho 50 pl dung dich conjugate d4 pha lo&ng vao t4t ca c4c giéng trén dfa phan (ng.
Day dia va U lic lién tyc & nhiét dd 35 °C dén 39 °C trong 1 h.
A.1.7 Thém dung djch chét phat mau Substrate Chromogen va dung djch stop

Tredc khi két thic giai doan G conjugate, chudn bj dung dich ch&t phat mau OPD (Ortho-
Phenylendiamine). Dung dich nay phai dwoc gilr trong t8i va ndu d& chuyén sang mau vang thi nén loai
bé.

Chuén bj mét dia sach (blanking plate). BTa nay sau khi ding xong ¢6 thé rlra sach va dan kin nhirng

giéng chua s dung cho nhirng 14n xét nghiém ké tiép.

Sau U conjugate trong 1 h, 14y dTa phdn (g tir ti 4m ra ngoai va rira 5 |n véi dung dich nuéc rira
PBS,pH74+02.

Chuén bj cht phat mau cho mét dfa phan &rng nhw sau: l4y 30 pl cla Substrate - H;0; 3 % pha trong 6
ml dung dich chét phat mau OPD. Nhu vay H,0, 3 % st dung la 1/200.

Sau khi rira, d4u tién cho 50 pl clia substrate/chromogen vao cft bank clia dfa “blanking plate” va sau
d6 13 tAt ca c4c giéng ciia dia phan (g, a4y ndp d& & nhiét dd phong trong téi. Thai gian dugec tinh bét
“@Au tir gidng dAu tién sau khi cho chat phat mau.

Sau 15 min U substrate/chromogen, d3u tién cho 50 pl dung dich Stop (axit sulfuric 1,25 M) vao cft
blank cla dia “blanking plate”, sau @6 Ia tAt cd cac giéng clia dfa phan (ng. Lic ddu bing may lac
(hoic dung tay v8 nhe vao cac thanh giéng) d& bdo ddm ring hdn hop nay da dugec trdn ddu. T4t ca
céc giéng lic ndy chira 50 wl dung dichsubstrate/chromogen va 50 pl dung dich Stop.

A.1.8 Doc dia phan (Png
Mat a6 quang (OD) clia tirng giéng trong dTa dwgc do bdng quang ké.

Truwéc khi doc dfa, cAn phai d3m bao ring khéng c6 bong bong trong bat ky giéng nao, vi didu nay sé
gdy ra sai sb quang hoc va d3m bao ring khdng cé déu (vi dy: ddu van tay) hodic ngung ty trén thanh
clia dfa phan (rng. Néu cAn thiét, 1am v& bong béng bt ky bang mét tip sach.

12
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Lau sach phia dwéi day da bing vai m&m. Dla “banking plate® dugc dwa vao may doc trwdc, ké tiép 1a
céc dfa phan ¢ng. Kiém tra xem kinh loc 492 nm clia may doc da duoc cai dat, cac dfa phan (rng sén
sang dwa vao may doc.

A.2 Dién giai két qua
Dria doc dugc phan tich cho hai nhém:
A.2.1 Phan tich cac gia trj dbi chirng

Gi trj phin tram gid tr trc ché (percent inhibition) clia mAu déi chirng dugc dung @& chip nhan két
qua. Tinh phan trim (¢ ché cta mAu ddi chirng, Plg, theo cdng thirc sau:

ODx

Ca

Plg =100 - x 100

Trong d6:
ODg |a mét 83 quang ciia mAu abi chirng;
0D, 1a mat 46 quang trung binh clia déi chirng khang nguyén.
Tinh phin tram gia trj trc ché ctia m&u xét nghiém, Pls, theo cdng thirc sau:

oD
Plsg =100 - —=
s =100 5D

Ca

x100

Trong d6:

ODs la mét dd quang cia méu xét nghiém;

OD¢, & méat 36 quang trung binh ciia déi chirng khang nguyén.
A.2.2 Tinh toan va chdp nhin céic gié trj 48 chirng

Céc gié trj OD va Pl clia 88i chirng khang nguyén va céc gié tri Pl clia ba déi chirng khac (C++, C+ va
C-) duoc stz dyng d& chip nhan hoic khong ch&p nhan két qua khi so véi bang gidi han bt bujc clia
bang dir liéu, tir 36 dua ra két luan chip nhan cho tirng dia phan (ng theo Bang A.1.

13
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Bang A.1 — Cac déi chirg Ca, C++,C+ va C-

Gi4 trj PI
Két ludn

Trong * Ngoal ®
4 0 Chép nhan
3 1 Chép nhén
2 2 Lam lai
1 3 Lam lai
0 4 Lam lai

* N&m trong khodng gi&i han trén (UCL) va giéi han duéi (LCL);

® N&m ngoai khodng gi¢ri han trén (UCL) va giéi han duwéi (LCL).

Véi sy bién ddi trong gia tri OD va céc gia tri Pl clia c4c @bi chirng dwgc so s&nh véi gidi han trén va
gi®i han duéi v& tinh 8n dinh clia céc gia trj @i ching theo Bang A 2.

Bang A.2 — Gié&l han trén va glél han dwél cia céac gié trj OD va Pl

Gia tr| Gi&l han trén (UCL) Gi&i han dwéi (LCL)
Ca (OD)*® 1,9 0,8
Ca(Ph* 25 -25

C++ (PI)® 100 85

C+(P)°© 85 50

c-(P)* 49 0

* Cala dbi chirng khang nguyén;
® C++ 1a dwong tinh manh;

¢ C+ |a duong tinh yéu;

9 C-1la am tinh.

14
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Céc gia trj dbi chirng dwoc xem xét mét cach trinh tw nhuw sau:
a) Didu kién dAu tién dé chip nhén dfa phan (ng
Péi chirng khang nguyén (Ca)

DAu tién tinh gia tri P1, so sanh c4c gia tri OD clia ddi chirng khang nguyén trong bang gidi han trén va
gi¢i han duéi. Cé hai gia tri OD trung gian (ttrc 1 hai gia trj con lai sau khi loai bd céc gia tri th4p nhét
va cao nht) phai ndm trong nhirng day gi¢i han nay. Néu hai gi4 trj trung gian khdng dat thi dia phan
(ng phai dugc lam lai. Khi g6, chi c6 hai gia trji OD trung gian nay dwgc st dung @& tinh todn gia trj
trung binh OD¢, va dugc st dung @8 tinh todn cho cac gia trj Pl tiép theo.

b) Bidu kién tiép theo d& chap nhan dla phan umng

_DAichirpn khang gouyen(Ca) mAiLdieona tinh manh (C++). m3u dwona tinh_véu (C+) va déi ching
am (C-).

- Déi chirng khang nguyén (Ca)

So sanh gi4 trj Pl ciia d8i chirng khang nguyén trong bang gi&i han UCL va LCL va slr dyng Bang A.1
@& chip nhan hodc khéng ch&p nhan két qua cho tirng dfa phan rng.

- Dbi chirng C++, C+va C~

So séanh gia trj P clia cac déi chirng C+, C+ va C~ trong bang giéi han UCL va LCL va sir dung Bang
A.1 a8 chip nhan hoic khéng chép nhap két qua cho tirng dfa phan (rng.

Phai [am lai dTa phan tng ndu cd mdt vai gia tri d6i chirng clia Ca, C++, C+ va C— khéng dat dwoc cac
didu kién cda PI.

A.2.3 Giai thich két qua miu huyét thanh xét nghiém
Ngudng danh gia cho phirong phap ndy 1a phan triim gia trj (rc ché 50 % (PI = 50).
A.2.3.1 Trong tredng hgp phat hign khang thé

— Néu gia tri Pl cia m3u xét nghiém dwéi 50 % (P < 50 %) thi m3u huyét thanh d6 dwgc xem 13 khéng
c6 khang thé (mAu &m tinh).

— Néu gi4 tri PI cia m3u xét nghiém 1én hon hodic bing 50 % (P1 2 50) thi m&u huyét thanh d6 dugc
xem |3 c¢6 khang thé (mAu dwrong tinh). Va m3u huyét thanh dwong tinh ndy dugc dem ra chudn &6
(xem so @b 2 va 3) @& biét duoc hiéu gia khang thé.

15
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A.2.3.2 Trong trwéng hep chudn ad
a) Chuén do pha loang bac 2

— Néu t4t ca gi4 tri Pl trong 2 giéng ctia m&u huyét thanh xét nghiém nhd hon 50 (PI<50), thi mau nay
dugc xem Ia khéng c6 khang thé (miu am tinh).

~ Néu c6 mot trong 2 giéng a6 c6 gia trj Pl Ién hon 50 (Pl >50) & A pha lo&ng 1/32 nhung tat ca céc
gi4 tri Pl & 48 pha lo&ng ké tiép c6 Pl < 50 thi mAu xét nghiém nay c6 hiéu gia khang thé 1a 1/32 .

— Néu ca hai giéng cb gia tri P1 I6n hon 50 (P! >50) & 6 pha lofing 1/32 va tt ca cac gia trj Pl & 9
pha lo&ng ké tiép c6 Pl < 50 thi m3u nay c6 hiéu gia khang thé 14 1/45 va miu xét nghi¢m nay duoc
xem |a mau c6 khang thé (miu duwong tinh).

- Hiéu gia khang thé clia cac mAu xét nghiém c6 gia trj Pl I&n hon 50 (Pl > 50) & d$ pha loang 1/32 c6
th& tham khdo & Bang A.3. Néu hiéu gia khang thd 1é&n hon 90 (> 90) cho biét ring con vat ndy cé khd
ni3ng bdo hd véi serotype vi rit I& mdm long méng twong ddng véi khang nguyén sir dung trong phan
trng.

Bang A.3 — Bang tinh hiéu gi4 khang thé & 4 pha losng bjc 2

Huyét thanh MAu huyét thanh vél nhipng gi4 trj Pl khac nhau > 50 %
pha lodng 1 | 2 | 3| &« | s | 6| 7| 8
32 +- ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
64 - - +- ++ ++ ++ ++ ++
128 - - - - +- ++ ++ ++
256 - - - - - - +- ++
Hiéu gi4 khang thé 32 45 64 g0 128 181 256 | >256

b) Chuin a4 pha lo&ng bac 5

Hiéu gia khang thé clia huyét thanh xét nghiém cb gi4 tri Pl trén 50 c6 thé xem & Bang A.4. Hiéu gia
khang thé 2 112 cho biét réing con véat ndy ¢ kha nang bdo h v&i serotype vi rit I& mém long méng

twong ddng véi khang nguyén sir dung trong phén (rng.
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Huyét thanh MAu huyét thanh véi nhirng gia trj Pl khac nhau > 50 %
pha lodng
1 2 3 4 5 6 7 8

50 +- ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
250 - - +- ++ ++ ++ ++ ++
1250 - - - - +- ++ ++ ++
6250 - - - - - - +- ++

Hiéu gia khang thé 50 112 250 560 1250 | 2800 | 6250 | >6250
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Phyluc B
(Quy dinh)

Pjnh lwgng khang thé khéng vi rat I& mdm long méng
bing ky thujt trung hda vi rit trén té bao

B.1 Cach tién hanh

B.1.1 Chuln A% higu gia vi rat

péi

10 | 102 | 10° | 10* | 105 | 10° | 107 | 10° | 10® | 107 | 10" | ching
t& bao

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

A

Mau B
virat | C
01 D
E

Mau F
virt | G
02 H

Hinh B.1 — Bé tri so d3 dia chudn a$ hi¢u gia vi rut

B.1.1.1 Cho 200 pl méi tredng EMEM vao mdi giéng trén hang A tir 1 @én 10 va hang H tir 1 dén 10.

B.1.1.2 Cho 22 pl m&u vi rit 01 vao giéng A1 va tién hanh pha lo&ng bac 10 dén giéng A10, loai bé
22 yl. Twong ty véi mAu vi rut 02 trén hang H.

B.1.1.3 Pha lo&ng mAu vi rat (pha lo&ng bac 10): Dung pipet da kénh chuyén 50 i tr hang A dén
hang B, C va D. Tuong ty cling chuyén 50 pl tir hang H dén hang G, F va E.

B.1.1.4 Cho 50 ul mdi trwerng EMEM huyét thanh vao tAt ca céc giéng tir A1 aén H10.
B.1.1.5 Cho 100 pl mdi trweng EMEM huyét thanh vao tit ca céac giéng A11 aén H12

B.1.1.8 U dia & 37 °C/3 — 5 % CO,/45 — 60 min.

B.1.1.7 Cho 50 ul EMEM chira té bao BHK-21 vao tét ca céc giéng
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B.1.1.8 Udla® 37°C/3-5% CO./24-48h

B.1.1.9 Kidm tra t& bao hdng ngay duwéi kinh hién vi soi ngwoc.
B.1.1.10 Nhudm:

a) Loai bd mai trieéng tir dfa phén trng cho vao o chiva chit khir tring.
b) Cé dinh té bao bdng 100 pl formal 10 %.

c) U dia & nhiét 43 phong trong véng 30 min.

d) Loai bd dung dich c¢é dinh va rira dia 3 1An 300 pl PBS.

e) Cho vao 50 ul xanh methylen 0,05 %.

f) U dia & nhiét dd phong trong véng 30 min.

g) Loai bd xanh methylen va rira dfa 3 1an véi 300 pl PBS.

h. Quan s&t duéi kinh hién vi soi nguoc @ doc va ghi nhan bénh tich té bao.
B.1.1.11 Boc két qua

Ghi nhan bénh Iy t& bao vao phiéu quan Iy xét nghiém (TYVE-BM-VR-09.01C) va tinh ndng db vi rit
(idu gay nhi&m t& bao: TCIDsy/ml) bing céng thirc Karber (1931). DI liéu dwoc tinh trén phin mém
Excel hodc theo ¢cdng thirc sau:

TCIDS0O=x+0,5-Fn/n

Trong dé:

x |4 dd pha lodng cao nhét cé bénh tich té bao;

n 1 sb giéng khong cé bénh tich té bao & tirng dd pha lodng;

n lasb giéng st dung cho mét dd pha lodng.
B.1.2 Thyc hign phan (rng VNT
B.1.2.1 Pha lo3ng dung dich vi rit st dung véi 100 TCIDs, trong méi tredng EMEM.
vi DY: Lugng dung dich vi rat véi 100 TCID50 cin cho mét dfa phan (rng 14 6 ml.

B.1.2.2 Thyc hién trén dfa phan rng: huyét thanh pha lodng bt diu tir 1/4 dén 1/512.
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CHU DAN:

COt: tir cOt 1 3én cot 12 Hang: tir hang A dén hang H
Hinh B.2 - So d dia phan irng
- Cho 150 pl mai trrng EMEM vao cac giéng A1, A3, A5, A7, A9 va A11.

—  Cho 100 pl mdi trrdng EMEM vao cac giéng tir B1 dén H1, tir B3 dén H3, tir BS dén H5, tir B7 dén
H7, tir B9 dén HO va tir B11 dén H11.

~ Cho 50 pl m3u huyét thanh 01 vao giéng A1.
- Cho 50 pl mau huyét thanh 02 vao giéng A3.
- Cho 50 pl mAu huyét thanh 03 vao giéng AS5.
- Cho 50 pl m3u huyét thanh 04 vao giéng A7.
~ Cho 50 pl m3u huyét thanh 05 vao giéng A9.
~ Cho 50 pl m3u huyét thanh 06 vao giéng A11.

- S dung pipet 12 kénh pha lo&ing bac 2 m3u huyét thanh tir A1 dén H1, tir A3 dén H3, tir A5 dén
H5, tir A7 8é&n H7, tir A9 dén H9 va tir A11 dén H11 va loai bd 100 pl. Sau khi pha loding xong, str dung
pipet 8 kénh chuyén 50 pl m3u huyét thanh @4 pha loang tir cét 1 sang cdt 2, tir cét 3 sang cit 4, tir cdt
5 sang ¢t 6, tlr cdt 7 sang cft 8, tir cdt 9 sang cft 10 va tir cft 11 sang cft 12.

a) Cho 50 pl dung dich vi rtit véi 100 TCIDs, vao cac giéng.
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b) U dTa & 37°C/3 — 5% CO,/45 — 60 min.

c) Sau khi 0 xong, cho 50 ul EMEM chira t& bao BHK-21 vdo tht ca céc giéng.
d) Udia & 37°C/3 —5% CO/24-48 h

e) Kiém tra té bao hdng ngay dwéi kinh hién vi soi ngwoc dé xem té bao c6 dnh hwdng bdi dgc td
khdng (t& bao chét nhidu).

B.1.2.3 Thyec hién trén dfa déi chirng:

a) Déi chirng huyét thanh

- Cho 150 pl mdi trwérng EMEM vao giéng A1.

— Cho 100 pl méi treérng EMEM vao céc giéng tir B1 dén H1.

- Cho 50 pl huyét thanh d&i chirng vao giéng A1. Tién hanh pha lodng bac hai tir A1 @&n H1 va loai bd
100 pl & giéng H1.

- Sau khi pha lo&ng xong, s dung pipet 8 kénh chuyén 50 ul mAu huyét thanh a4 pha lodng tir cot 1
sang cft 2.

~ Cho 50 pl dung dich vi rat vé&i 100 TCIDsovao cac giéng tir A1 dén H2.
- U dfa & 37°C/3 — 5% CO,/45 — 60 min

b) Déi chirng té bao

~ Cho 100 pl méi trwérng EMEM vao giéng A4 dén H5.

- U dfa & 37°C/3 — 5% CO,/45 — 60 min.

c) Béi chirng méi tredng

- Cho 150 pl méi treéng EMEM vao gidng A6 dén H7.

- U dia & 37°C/3 - 5% CO,/45 — 60 min.

d) Chuln @9 lai vi nit st dung

- Pha lo&ing dung dijch vi rit st dung: tir 10~ dén 107

~ Cho 50 pl mdi treérng EMEM viao cac giéng tir A9 dén H12,

~ Cho 50 pl dung dich vi rit pha losng 107" va céc giéng tir A9 dén A12.
21



TCVN 8685-10:2014
— Cho 50 pl dung djch vi rit pha lo&ng 107 va c4c giéng tir BS dén B12.

~ Cho 50 pl dung dich vi rit pha loZing 10~ va c4c giéng tr C9 dén C12.
— Cho 50 pl dung dich vi rit pha loding 10™ va cac giéng tir D9 dén D12.
~ Cho 50 pl dung dich vi rit pha losing 107 va céc giéng tir E9 aén E12.
— Cho 50 pl dung dich vi rit pha loing 107 va céc giéng tir F9 dén F12.
~ Cho 50 pl dung dich vi rt pha lo&ng 107 va cac giéng tir GO dén G12.
— Cho 50 pl dung djch vi rit pha lo&ng 107 va céc giéng tir H9 aén H12.
~ Cho 50 pl mdi trwéng EMEM vao céc giéng tir G9 dén H12.

— U dia & 37°C/3 - 5% CO,/45 — 60 min.

e) Sau khi & xong, cho 50 ul EMEM chiza té bao BHK-21 vao tht ca cac giéng tir A1 dén H2, tir Ad aén
HS va tir A9 dén H12.

- U @ia & 37°C/3 - 5% CO4/24 - 48 h.

— Kidm tra t& bao hiing ngdy dudi kinh hién vi soi nguec 88 xem té bao cb dnh huwéng béi doc té
khéng (t& bao chét nhidu).

B.1.3 Nhu$m

B.1.3.1 Loai bd mdi trudng tir dfa phan (ng cho vao lo chira chét khir tring.
B.1.3.2 Cb dinh t& bao béng 100 pl formal 10%

B.1.3.3 U dfa & nhiét 4 phdng trong véng 30 min.

B.1.3.4 Loai bd dung dich cé dinh va rira dfa 3 1An 300 pl PBS.

B.1.3.5 Cho vao 50 ul xanh methylen 0.05%

B.1.3.6 U dia & nhiét 48 phdng trong véng 30 min.

B.1.3.7 Loai bd xanh methylen va rira dia 3 [An v&i 300 pl PBS.

B.1.3.8 Quan séat dw&i kinh hidn vi soi ngurgc d8 doc va ghi nhan bénh tich té bao.
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B.2 Boc va dién gidi két qua

B.2.1 DPoc két qua

Doc két qua sau khi nhudm, béng cach quan séat dudi kinh hién vi soi ngwec dé ghi nhan bénh Iy té
bao trén tirng giéng.

Két qua dwong tinh 1a nhixng giéng khi xem duéi kinh hién vi soi ngugc khong cé bénh tich té bao
(khéng c6 CPE). Néu sau khi nhudm thi cac giéng duong tinh c6 mau xanh (vl nhirng giéng d6 vi rit
34 dugc trung hda véi khang thé trong huyét thanh nén té bao vAn phét trién binh thudng).

Két qua 4m tinh 1a nhirng giéng khi xem dwédi kinh hién vi soi ngwec ¢ bénh tich t& bao (cé CPE), sau
khi nhudm thi céc giéng am tinh s& tréng (khéng c6 mau).

Bénh tich t& bao dwegc ghi nhan vao phiéu két quad (TYVE-BM-VR-09.01A). K&t qua dugc tinh bing
cbng thire Karber (1931).

TCID50=a+0,5=1/nxZh

Trong d6:

a |add pha lodng cao nhit c6 bénh tich té bao;

r  lasb giéng khdng cd bénh tich t& bao & tirng dd pha loang;

n 1asb giéng s dyng cho mét dé pha lodng.
B.2.2 Dién giai két qua
a) Phan &ng cé gia trj khi:
- Béi ching té bao: binh thwdng;
- Déi chirng mdi trwérng: binh thuwdng;
- Hiéu gia ctia m3u di chirng huyét thanh dwong chuén chi chénh léch & 2 @5 pha long;
- Hiéu gia chun @3 lai vi rit (100 TCIDso) phai ndm trong khdéng logso1,5 dén logio2,5.
b) Két qua:

Hiéu gia khang thé c6 trong m3u huyét thanh duwgc tinh & ndng dé pha lodng cudi cling clia huyét
thanh ¢6 trong hén hop huyét thanhivi rit 18 noi 50 % sé giéng duwgc bao hd.

- M3u huyét thanh duwgrc xem Ia khéng cé khang thé (m3u am tinh) ndu c6 hidu gia khang thé <1: 16.
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— MAu huyét thanh dwec xem |3 c6 khang thé (mAu dwong tinh) néu cé hiéu gia khang thé 2 1: 45.

— Mau huyét thanh duwgc xem 13 nghi ngd néu cb hidu gia khang thé tir 1:16 dén 1:32

CHU THICH: Sy chirng nhan cho tirng cé thd dgng vat véi myc dich thuong mai, ndng d tir 1/16 dén 1/32 duoc
xem Ia gi&i han nghi ngéd:, va cAn phai ly thém mau huyét thanh aé kiém tra; két qua dugc xem la duong tinh
ndu mAu kim tra 1An 2 hidu gia |2 1/16 hodic cao hon. Vi myc dich théng ké trén co s& dl ligu huyét thanh 12
mat phin clia khio sat théng ké vé hidu lyc huyét thanh, nguding 1/45 c6 thd xem Ia thich hop. Ngudng hi¢u gia
aé dénh gia kha nang bao he mi&n dich clia vacxin phai dugc thiét I2p tir cac thi nghiém vé& két qua kiém tra higu
Ie clia vacxin lién quan va ddng vat myc tiéu.

K&t qua kiém tra c6 thd khac nhau gitra cac phong thi nghiém c6 lién quan dén ngudng giéi han am tinh va
dwong tinh.
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Thw myc tai ligu tham khao

{1] Chapter 2.1.5: Foot and Mouth Disease, OIE Terrestrial Manual 2009
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